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Ⅰ．論文の内容の要旨 
 
（１）論文の構成 
 論文は、以下の 5 章で構成されている。第 1 章（序論）で本論文の背景が述べられてい
る。第 2章では、腸管出血性大腸菌 O157:H7 Sakai株（O157Sakai株）由来の Stx2ファー
ジの非病原性大腸菌 K-12株への溶原化が、べん毛遺伝子群の発現を抑制することを明らか
にし、その制御機構についての解析を行っている。第 3章では、Stx2ファージ領域のうち、
べん毛遺伝子群の発現抑制を担う small regulatory RNA (sRNA) SesR を同定し、その制御
機構を明らかにしている。第 4 章では、O157Sakai 株における sesR の発現および機能解析
を行っている。第 5章では、以上の結果をふまえた総合討論が述べられている。 
 
（２）論文の内容要旨 
  細菌に感染するウィルス（バクテリオファージ）のうち、テンペレートファージは、感
染後に細菌の染色体上に自身の DNA を組み込み溶原化する。ファージの溶原化は病原性遺
伝子や抗生物質耐性遺伝子などの遺伝子の水平伝播に寄与すると考えられている。溶原化
したファージはプロファージと呼ばれる。腸管出血性大腸菌 O157:H7 Sakai 株 (O157 Sakai
株) の染色体上に存在する 18のプロファージの内の一つである Sakai prophage 5 (Sp5) 
は、病原性の主な因子の一つである志賀毒素 (Stx) をコードする stx2遺伝子を含む。こ
のプロファージは、感染能のあるファージ粒子を産生する能力を持ち、stx2 遺伝子の水平
伝播に重要な役割を担うと考えられる。 
  Sp5 溶原化が大腸菌の遺伝子発現に与える影響およびその分子機構が明らかにされて
いる例はほとんどない。そこで、本論文では Sp5 を非病原性大腸菌 K-12 株に溶原化させ、
Sp5溶原菌と非溶原菌間の表現型の違いを解析した。まず、両株の生育速度の違いを調べた
が、差は見られなかった。一般的に、細菌の病原性とべん毛遺伝子群の発現には逆相関の関
係があることが知られていることから、溶原菌と非溶原菌の遊走性に着目した。細菌の遊走
性（運動性）はべん毛に依存する。その結果、37 °C 嫌気条件下において、Sp5溶原菌では
遊走性の低下が見られた。遊走性低下の原因を調べるために、べん毛遺伝子群の発現を解析
したところ、べん毛遺伝子群の発現を制御するマスター遺伝子 flhDやべん毛繊維（フラジ
ェリン）をコードする fliCを含む複数のべん毛遺伝子群に属する遺伝子の発現が低下して
いた。すなわち、Sp5 溶原菌では flhDC の発現が転写または転写後段階で抑制されている。
そこで、Sp5 による制御を受けないアラビノースプロモーターから発現された FlhD 及び
FlhCの蓄積量を解析した結果、Sp5溶原菌では蓄積量が減少していた。以上の結果は、Sp5
溶原菌では、flhDC の発現が転写後段階で抑制されていること、Sp5内にべん毛遺伝子群の
発現を抑制する因子が存在することを示唆している。そこで、Sp5領域の部分欠失株を作成
し、fliCの発現を解析したところ、ある領域を欠失した株において fliCの発現抑制が解除
された。したがって、この領域内に抑制因子が存在することが示された。ノーザンブロッテ
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ィング解析によって、この領域から約 80塩基の small RNA (sRNA) が検出された。さらに、
この sRNAは RNAシャペロン Hfqと相互作用したことから、Hfq結合型の sRNAであると示さ
れた。この sRNAを SesR (Stx phage-encoded small RNA) と名付けた。sesRのみを発現さ
せると、大腸菌の遊走性の低下および fliC の発現抑制が起こった。加えて、Sp5 溶原菌か
ら、sesR のみを欠失させると、遊走性の低下が見られなくなった。以上の結果から、SesR
が遊走性低下の原因因子であることが結論づけられた。また、べん毛遺伝子群の発現抑制機
構についての解析も行った。flhDC mRNAの SD配列の約 50 塩基上流に SesRと部分的な相
補性をもつ配列が存在し、その配列に変異を加えると、SesR による翻訳抑制はほぼ解除さ
れた。したがって、SesRは flhDC mRNAの上流配列と結合し、その翻訳を阻害すると考えら
れた。 
 Sp5 は本来 O157 Sakai 株の染色体上に存在するプロファージである。そこで、SesR が
O157 Sakai株においてもべん毛遺伝子群の発現を低下させるかを、sesRを過剰発現するこ
とにより調べた。sesR過剰発現により、FliC の分泌量の低下が観察された。病原性に重要
な因子（エフェクタータンパク質）をコードする LEE遺伝子群およびこれらを分泌する III
型分泌装置の発現誘導は、べん毛遺伝子群の発現抑制を引き起こす。O157 Sakai株におい
て、SesRが LEE遺伝子群の発現にも影響を及ぼすかを調べた結果、sesRの過剰発現により
エフェクタータンパク質の分泌量の低下が見られた。すなわち、SesR がべん毛遺伝子群に
加えて、LEE遺伝子群の発現も抑制することが示唆された。LEE遺伝子群の発現は転写因子
Ler により正に制御される。sesR の発現により Ler 蓄積量の減少が見られた。これは SesR
が ler の翻訳を抑制することで LEE 遺伝子群全体の発現を抑えることを示唆する。一方、
ノーザンブロッティングによる解析の結果、O157 Sakai株では SesRの存在量が非常に少な
かった。この結果は、O157 Sakai株において、sesRの発現が負に制御されている、または
SesRの分解が促進されていることを示すものである。以上のように、O157 Sakai株で SesR
は複雑な経路を介してべん毛遺伝子群および病原因子の発現を制御している可能性が明ら
かとなった。 
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Ⅱ．論文審査の結果の要旨 
 
（１）論文の特徴 
 腸管出血性大腸菌 (enterohemorrhagic Escherichia coli : EHEC) によってしばしば引
き起こされる食中毒は、世界的に問題になっている。腸管出血性大腸菌 O157:H7Sakai 株 
(O157 Sakai株) は 1996年大阪府で流行した際に患者から単離された腸管出血性大腸菌で
ある。腸管出血性大腸菌による病原性発現制御機構やその生態を明らかにすることは、腸管
出血性大腸菌の感染防除の観点から、非常に重要である。 
 O157 Sakai株に存在するプロファージのうち、Sp5は EHECの主要な病原因子の一つであ
る志賀毒素をコードする stx2遺伝子を持つ。Sp5溶原化は、stx2遺伝子の水平伝播を引き
起こすと考えられる。Sp5を非病原性大腸菌 K-12株に溶原化したところ、37˚C 嫌気条件下
で遊走性の低下が観察された。申請者は、遊走性の低下をもたらした small regulatory RNA 
(sRNA) SesR を同定した。SesR がべん毛遺伝子群発現のマスター遺伝子の発現を抑制する
ことを明らかにした。さらに、SesRが O157 Sakai株においても、べん毛遺伝子群、および
病原因子とその分泌装置の発現も制御していることを明らかにした。細菌の病原性と運動
性には一般的に逆相関の関係があることが知られている。すなわち、細菌が病原性を発現す
るときには、その運動性の低下が見られる。一方、申請者が本論文で明らかにした SesRは、
べん毛遺伝子群の発現、病原因子とその分泌装置の発現のいずれも抑制することから、SesR
は従来知られている遺伝子発現制御機構とは異なる新規制御機構に関わる因子であること
が示唆される。このように、遊走性の低下という現象の観察から、その原因因子 SesRの同
定及び SesRによる制御機構を示したことが、本論文の特徴である。 
 
（２）論文の評価 
 申請者は、Sp5の非病原性大腸菌への溶原化が 37 °C嫌気条件下で遊走性を低下させる
ことを見出した。この観察を元に、申請者は、この原因因子 SesRを同定した。本研究によ
り、SesRがべん毛遺伝子の発現マスター遺伝子 flhDC mRNAの SD配列上流の配列と塩基対
形成を行うことにより flhDC および下流のべん毛構成因子の発現を抑制するという新規の
分子機構が示唆された。さらに、O157 Sakai株においても、同様の機構が働いている可能
性を提示した。O157 Sakai株における病原性、遊走性の制御機構には未解明の点が多い。
申請者が明らかにした SesRによるべん毛遺伝子群発現抑制が起こる条件（37 °C嫌気条件
下）は、哺乳類の消化管内の環境と似ていることから、SesR を介したべん毛遺伝子群発現
抑制は溶原菌が哺乳類の体内に侵入した時に起こるのかもしれない。本論文は、small 
regulatory RNAによる病原因子および遊走性に必須のべん毛遺伝子の新規の発現制御機構
に関する示唆を与えた点で、O157 Sakai株における病原性、遊走性の制御機構の解明に果
たした貢献は大きい。さらに、以上の実験は、分子生物学、遺伝学、生化学など様々な手法
を用いて明らかにしたという点で、申請者の高い研究能力を示している。 
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 以上の評価により、審査委員会は、本論文が博士学位論文として充分な学術価値を有する
ものと結論した。また、本研究において申請者が立教大学研究活動行動規範を遵守したこと
を確認した。 
  
 2017 年 6 月 20 日（火）午後 6 時 30 分より 7 時 30 分まで本論文についての公聴会を開
き、論文の内容の説明と質疑応答を行った。申請者は論文について明快に説明し、質疑に対
する応答も満足すべきものであった。 
 
